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(57) Abstract 
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MAMMAKARZINOM-ASSOZIIERTES GEN 

Beschreibxmg 

Die vorliegende Brfindung betrifft eine pharmazeutische Zusam- 
mensetzung, ihre Verwendung zur Tumordiagnostik, fherapie und 
Pravention, Verfahren zur Diagnose, Therapie und Pravention 
von Tumoren, sowie Antikorper und ihre Verwendung. 

Das unregulierte Wachstum von Tumorzellen wird durch ein neues 
Muster der Expression von Genen hervorgeruf en, welche die 
Zellzykluskontrolle, Adhasion, Angiogenese, Invasivitat und 
schlieSlich die Metastasenbildung steuern (Pardee, Advances in 
Cancer Res. €5 (1994), 213-227; Ponta et al., Biochem. Bio- 
phys. Acta 1198 (1994), 1-10). Der klinische Verlauf von Tu- 
morerkrankungen, wie etwa Brustkrebs, ist durch mehrere defi- 
nierte molekulare Vorgange charakterisiert, wie etwa Ostrogen- 
unabhangiges Wachstum, Tamoxifen-Resistenz, Expression von 
Vimentin, Erhohung der Invasivitat und schlieSlich Kreuzresi- 
stenz gegenuber einer groSen Anzahl von chetnotherapeutischen 
Mitteln, die haufig als Multi Drug-Resistenz bezeichnet wird 
(vgl. z- Clarke et al . , J. Endocrinol. 122 (1989), 331-340; 
Sommers et al . , Cancer Res. 53 (1992), 5190-5197; Sommers et 
al.. Cancer Res. 49 (1989), 4258-4263 und Saceda et al . , Mol. 
Endocrinol. 2 (1988), 1157-1162). 

Es ist ein zent rales Anliegen der Tumorforschung, Gene zu 
identif izieren, die am Entstehen und am Fort schrei ten von 
Tumor erkrankungen wesentlich beteiligt sind und auf Basis 
dieser Gene neue Mittel zur Tumordiagnose, -pravention Oder - 
therapie bereitzustellen. 

Die vorliegende Erfindung beschreibt die Identif izierung, 
Klonierung und Charakterisierung des Gens fur ein Polypeptid, 
das als Progressions-assoziiertes Protein "PAP" bezeichnet 
wird. Dieses Protein wird in der metastasierenden humanen 
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Mammakarzinom-Zellinie MCF-7adr exprimiert, wahrend in der nicht 
metastasierenden Mammakarzinom-Zellinie MCF-7 keine Expression 
gefunden wurde. Das PAP- Protein, eine dafur codierende Nu- 
cleinsaure sowie gegen das Protein gerichtete Antikorper sind 
5 somit als Mittel zur Diagnostik, Therapie oder Pravention von 
Tumorerkrankungen, insbesondere von Brustkrebs, geeignet. 

Durch die Erfindung wird eine pharmazeutische Zusammensetzung 
bereitgestellt , die dadurch gekennzeichnet ist, dafi sie als 
10 aktive Komponente enthalt: 

(A) eine Nucleinsaure, die 

(a) in SEQ ID No. 1 dargestellte Protein-codierende Nuc- 
leotidsec[uenz , 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
15 des genetischen Codes entsprechende Nucleotidse- 

quenz , 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) unter 
stringenten Bedingungen hybridisierende Sequenz oder 

(d) einen mindestens 20 Nucleotide langen Abschnitt, der 
20 Sequenzen aus (a), (b) oder/und (c) umfafit, 

(B) ein Polypeptid oder Peptid, das von einer NucleinsSure 
gemaS (A) kodiert ist, oder/und 

(C) einen Antikorper gegen ein Polypeptid oder Peptid gemaS 
(B) . 

25 

Unter stringenten Hybridisierungsbedingungen ist in diesem 
Zusammenhang zu verstehen, dafi eine Hybridisierung auch nach 
Waschen bei 55*^0, vorzugsweise bei 62 °C, besonders bevorzugt 
bei 68®C in einem Niedrigsalz-Puf f er (z.B. 0,2 x SSC, 0,1% 
30 SCS) noch auftritt (siehe auch Sambrock et al . , (1989), Mole- 
cular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labora- 
tory Press) . 



In einer bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt die pharmazeu- 
35 tische Zusanunensetzung weiterhin pharmazeutisch flbliche Tra- 
ger-, Hilfs- oder Zusatzstof f e. 
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Die in SEQ ID No.l dargestellte Protein- codierende Nucleotid- 
sequenz codiert fur ein Protein mit einer Lange von 157 Amino- 
sauren, welche der von Ruegg et al . , 1996 (B4B, a Novel 
Growth- Arrest Gene, Is Expressed by a Subset of Pro- 
5 genitor/Pre-B Lymphocytes Negative for Cytoplasmic /z-Chain, 
Am. Ass. Imm., 1996, S. 72-80) beschriebenen B4B-Nucleotidse- 
quenz entspricht und eine Homologie zu bereits bekannten Pro- 
teinen aufweist. In den von Ruegg et al, (supra) durchgefQhr- 
ten Versuchen soli die Expression des B4B-Proteins einen 
10 Wachstumsarrest in Cos-7-Zellen bewirken. Deshalb wird die 
Verwendung des B4B-Proteins als potentieller Tumorsuppressor 
postuliert. 

Eines dieser Proteine ist das Kaninchen- Protein CL-20, das 
wShrend der Dif ferenzierung von Kaninchentrachealzellen in 
vitro induziert wird und am haufigsten in Plattenepithel- 
geweben vorkommt (Marvin, J. Biol. Chem. 270 (1995), 28910- 
28916) . Die Expression von CL-20 ist nicht von den Wachstums- 
bedingungen abhangig, aber Retinoide, welche die Plattenepit- 
heldifferenzierung inhibieren, reprimieren die Induktion von 
CL-20. 

Ein weiteres, zu PAP homologes Protein ist das Ratten-Epithe- 
lialmembranprotein EMP-1, welches hauptsachlich in den Proli- 
ferations- und Differenzierungszonen der auSeren Magendruse 
sowie in Epithelzellen der Magenregion vorkommt (Taylor et 
al., J. Biol. Chem. 270 (1995), 28824-28833). 

AuSerdem ist PAP homolog zum peripheren Myelinprotein PMP22 
aus Mensch, Maus und Ratte, bei dem es sich um ein Myelin- 
assoziiertes transmembranes Strukturprotein handelt. PMP22 ist 
ein fur die Wachstumshemmung spezifisches Protein, das die 
Zellzyklus-Progression verhindert (Hayasaka et al., BBRC 186 
(1992), 827-831; Edomi et al . , Gene 126 (1993), 289-290; Wel- 
cher et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991), 7195-7198; 
Spreyer et al., EMBO J. lO (1991), 3661-3668). 
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Auf grund der Daten von Ruegg et al . und der Homologie zu dem 
fiir das Auf rechterhalten des zellularen Ruhezustands verant- 
wortlichen PMP22 -Protein war es im hochsten Ausmaft uberra- 
schend, daS das PAP- Protein selektiv in der stark entarteten 
metastasierenden Zellinie MCF-7;^r, aber nicht in der weniger 
entarteten Zellinie MCF-7 exprimiert wird. 

Ferner weist PAP eine hohe Homologie zu bisher noch nicht 
publizierten Proteinen auf, deren Sequenzen in der Genbank 
gespeichert sind. Diese Proteine warden als murines TMP bzw. 
humanes TMP bezeichnet und haben eine Aminosaure-Identitat von 
76 % bzw. 95 % zu PAP. 

Die Nucleotide und Aminosauresequenzen von murinem TMP sind in 
SEQ ID No. 3 und 4 und von humanem TMP in SEQ ID No. 5 und 6 
dargestellt. Die Unterschiede zwischen PAP und humanem TMP 
liegen insbesondere im Bereich der Aminosauren 32-48. 

Weiterhin ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung eines Vektors, der mindestens eine Kopie einer 
Nucleinsaure wie zuvor definiert oder einen Abschnitt davon 
enthalt zur Transformation einer Zelle. Diese Nucleinsaure 
kann z. B. genomische DNA, cDNA oder mRNA sein, Vorzugsweise 
handelt es sich um ein rekombinantes DNA-Molekul . 

Die Erfindung betrifft auch die Verwendung eines Vektors, der 
einen mindestens 20 Nucleotide langen Abschnitt der in SEQ ID 
No.l dargestellten Protein-codierenden Sequenz enthalt. Vor- 
zugsweise besitzt dieser Abschnitt eine fur PAP-spezif ische 
Nucleotidsequenz. Diese Nucleinsauren eignen sich insbesondere 
zur Herstellung von therapeutisch einsetzbaren Antisense-Nuc- 
•leinsauren, die vorzugsweise bis zu 50 Nucleotide lang sind. 

Der die Nucleinsaure enthaltende Vektor kann in Eukaryonten 
Oder Prokaryonten replizierbar sein. Er kann ein in das Genom 
der Wirtszelle integrierbarer Vektor, z. B. Bakteriophage X, 
Oder ein Vektor sein, der extrachromosomal vorliegt (z. B. ein 
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Plasmid) . Der erf indungsgemaSe Vektor kann durch Subklonierung 
der PAP-DNA in einen Basisvektor erhalten werden. Derartige 
Basisvektoren, insbesondere Vektoren mit den zur Proteinex- 
pression erf orderlichen Elementen sind einem Fachmann gelau- 
fig. 

Bei Klonierung einer fur PAP-codierenden Nucleinsaure kann ein 
Expressionsvektor hergestellt werden, der in einer geeigneten 
Wirtszelle zur Expression gebracht wird, wobei das erfin- 
dungsgemaSe Protein entsteht. Bevorzugte Wirtszellen sind 
Mikroorganismen, wie E.coli oder Hefe, aber auch hohere Zel- 
len, z. B. Sauger- oder Insektenzellen. Bevorzugte 
Expressionsvektoren sind z. B. Plasmide, Bakteriophage X fur 
Prokaryonten, Hefevektoren oder virale Vektoren fur hohere 
Zellen, z, B. SV40, Vaccinia, Baculovirus. Bezuglich der Ex- 
pression einer PAP-codierten Nucleinsaure soil insbesondere 
auf die bei Sambrook et al . (supra) genannten Methoden verwie- 
sen werden. 

Zur Expression von PAP geeignete Systeme enthalten geeignete 
Vektoren, z. B. den Vektor pcDNAl (Invitrogen) , bei dem die zu 
exprimierende DNA sich unter Kontrolle des Cytomegalovirus- 
promotors befindet. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist eine 
Zelle, die dadurch gekennzeichnet ist, daS sie mit einer Nu- 
cleinsaure trans formiert ist, die 

(a) die in SEQ ID No. 1 dargestellte Protein kodierende Nu- 

cleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahtnen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechende Nucleotidsequenz oder 

(c) eine Nucleotidsequenz, die eine Homologie von mehr als 
95% zu einer Sequenz aus (a) oder/und (b) umfafit, mit der 
Mafigabe, dafi die Zelle keine Cos-7-Zelle ist. 



Die Zelle kann sowohl eine eukaryontische als auch eine pro- 
karyontische Zelle sein. Verfahren zur Transformation von 
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Zellen mit Nucleinsauren sind allgemeiner Stand der Technik 
und brauchen daher nicht naher erlautert werden. 

Ebenfalls ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist die 
Verwendung eines PAP-Polypeptids , mit der in SEQ ID No. 2 
dargestellten Amminosauresequenz, Fragmenten dieses Polypep- 
tids Oder Variant en davon als Immunogen zur Her stel lung von 
Antikorpern. 

Unter Varianten sind Sequenzen zu verstehen, die sich durch 
Substitution, Deletion oder/und Insertion einzelner Aminosau- 
ren oder kurzer AminosSureabschnitte von der in SEQ ID No. 2 
dargestellten Aminosauresequenz unterscheiden. 

Unter den Begriff "Variante" fallen sowohl naturlich vorkom- 
TTiende allelische Variationen von PAP sowie durch rekombinante 
DNA-Technologie (insbesondere durch in vitro-Mutagenese mit 
Hilfe von chemisch-synthetisierten Oligonucleotiden) erzeugte 
Proteine, die hinsichtlich ihrer biologischen oder/und immuno- 
logischen Aktivitat dem in SEQ ID No. 2 dargestellten Protein 
im wesentlichen entsprechen. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform betrifft die Erfindung 
eine Verwendung der pharmazeutischen Zusammensetzung zur Tu- 
inordiagnostik, besonders bevorzugt zur Diagnostik von Mamma- 
karzinomen. Besonders bevorzugt ist weiter eine Verwendung als 
Tumorprogressionsmarker, dessen Expression mit dem Fortschrei- 
ten des Tumors oder/und mit dem Metastasierungsgrad 
korreliert . 

In einer besonders bevorzugten Ausfiihrungsform zur Diagnose 
von Tumoren korreliert die Expressionsstarke des PAP- Proteins 
mit dem Tumorstadium, insbesondere mit der Neigung zur Metas- 
tasenbildung. 

Eine bevorzugte Ausfiihrungsform ist die Verwendung der pharma- 
zeutischen Zusammensetzung zur Tumortherapie oder -prevention. 



wo 98/10065 



PCT/EP97/04785 



- 7 - 

besonders bevorzugt ist die Verwendung zur therapeutischen 
Oder praventiven Behandlung von Mammakarzinomen. 

Noch ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein Verfahren zur Diagnose von Tumoren, wobei man einen Pa- 
tienten oder ein aus einem Patienten stammendes Gewebe mit 
einer erf indungsgemaSen pharmazeutischen Zusammensetzung in 
Kontakt bringt und die Expression des PAP- Proteins qualitativ 
oder/und quantitativ bestimmt. Diese Bestimmung kann bei- 
spielsweise auf Nucleinsaureebene durch Verwendung von Nu- 
cleinsaure-Hybridisierungssonden oder uber reverse Transkrip- 
tion/PCR bzw. auf Proteinebene durch Antikorper nach cyto- 
oder histochemischen Methoden erfolgen. Besonders bevorzugt 
ist die Verwendung der pharmazeutischen Zusammensetzung als 
Tumorprogressionsmarker zur Identif izierung der Aggressivitat 
von Tumoren, insbesondere Mammakarzinomen, durch Quantifizie- 
rung der PAP-Expression, beispielsweise nach einem operativen 
Eingriff oder zur Verlauf skontrolle bei einer chemotherapeuti- 
schen Behandlung. 

Schliefilich betrifft die vorliegende Erfindung auch ein Ver- 
fahren zur Therapie oder Prevention von Tumoren, wobei man 
einem Patienten eine erf indungsgemafie pharmazeutische Zusam- 
mensetzung verabreicht, welche die aktive Komponente in einer 
Ant i- Tumor -wirksamen Menge erhalt. Spezifische Beispiele fiir 
pharmazeutische Zusammensetzungen, welche fUr therapeutische 
Zwecke geeignet sind, sind beispielsweise bispezif ische Anti- 
korper und Antikorper-Toxin oder Antikorper-Enzymkonjugate, 
wie sie etwa in klinischen Untersuchungen zum HER2-Gen ver- 
wendet wurden (vgl . hierzu Weiner et al . Cancer Res. 55 
(1995), 4586-4593; Weiner et al . , J. Hematotherapy 4 (1995), 
453-45*6, Repp et al., J. Hematotherapy 4 (1995), 415-421; 
Valone, J. Hematotherapy 4 (1995), 471-475; Rodrigues, Cancer 
Res. 55 (1995) , 63-70) . 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Therapie von Tumoren, das dadurch gekennzeichnet ist, dafi man 
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die Expression des PAP-Proteins in den Tumorzellen reduziert 
Oder ausschaltet. 

Eine Reduktion der Expression kann durch die Anwendung von 
Mitteln oder Verfahren erreicht werden, die in die Transkrip- 
tion oder/und die Translation eingreifen oder die Halbwerts- 
zeit der rnRNA verringern. 

Beispielsweise konnen anti -sense Oligonucleotide zu der in SEQ 
ID No. 1 dargestellten Nucleotidsequenz in die Zellen einge- 
bracht werden oder die Zelle wird mit einem Expressiosvektor, 
der eine anti-sense Sequenz zu SEQ ID No. 1 exprimiert, trans- 
f ormiert . Ferner konnen mit der PAP mRNA-Expression oder der 
PAP -Translation interferierende Faktoren verwendet werden. 

Durch Verwendung eines sog. Target ing-Vektors fur das PAP-Gen 
und Durchfuhrung einer homologen Rekombination, kann die PAP- 
Expression vollstandig ausgeschaltet werden. Die genannten 
Verfahren sind dem Fachmann bekannt und bedurfen deshalb kei- 
ner weiteren Erlauterung. 

Fur verschiedene Zwecke kann es andererseits notig sein, die 
Proliferation von Zellen zu steigem, wenn beispielsweise 
bestittimte Zellpopulationen oder -subpopulationen in groSen 
Mengen bendtigt werden, oder in einem Gewebe bestimmte Zellen 
gezielt zur Proliferation angeregt werden sollen. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft ein Verfahren 
zur Steigerung der Proliferation einer Zelle, das dadurch 
gekennzeichnet ist, daS man 

(A) ein Polypeptid oder Peptid in der Zelle zur Expression 
bringt oder seine Expression in der Zelle erhoht, das 
durch 

(a) eine in SEQ ID No. 1 dargestellte Nucleotidsequenz, 

(b) eine Nucleotidsequenz aus (a) im Rahmen der Degene- 
ration des genetischen Codes entsprechende Nucleo- 
tidsequenz, 
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(c) eine Nucleotidsequenz, die eine Homologie von mehr 
als 95% zu einer Nucleotidsequenz aus (a) oder/und 
(b) Oder 

(d) einen mindestens 20 Nucleotide langen Abschnitt der 
Sequenzen aus (a), (b) oder/und (c) umfafit, kodiert 
wird, Oder 

(B) ein Polypeptid oder Peptid, das von einer Nucleinsaure 
gemaS (A) kodiert ist, in die Zelle einbringt. 

Neben Nucleinsauren und Polypeptiden von PAP sind auch Anti- 
korper gegen Polypeptide oder Fragment e davon als Bestandteile 
der pharmazeutischen Zusanunensetzung geeignet. 

Besonders bevorzugt sind polyklonale Antikorper gegen ein wie 
oben beschriebenes Polypeptid, mit der Maggabe, daft der Anti- 
korper nicht gegen die Peptidsequenz CSDSLSYASEDALK oder CSHY- 
ANRDGTOQYHH gerichtet ist oder ein monoklonaler Antikorper 
gegen ein Polypeptid wie oben beschrieben. Am meisten bevor- 
zugt ist ein Antikorper, der dadurch gekennzeichnet ist, dafi 
er gegen eine Peptidsequenz gerichtet ist, die den Aminosauren 
32 bis 48, 49 bis 62 oder 119 bis 129 der in SEQ ID No. 2 
dargestellten Aminosauresequenz entspricht. 

Die Herstellung von Antikorpern kann dabei auf ubliche Weise 
durch Immunisierung von Versuchstieren mit dem vollstandigen 
PAP-Protein oder Fragmenten davon und anschlielSende Gewinnung 
der resultierenden polyklonalen Antiseren erfolgen. Nach der 
Methode von Kohler und Milstein oder deren Weiterentwicklungen 
konnen aus den Antikorper-produzierenden Zellen der Versuchs- 
tiere auf bekannte Weise durch Zellfusion monoklonale Antikor- 
per erhalten werden. Ebenso konnen nach bekannten Methoden 
humane monoklonale Antikorper hergestellt werden. 

Als Immunogen bevorzugt sind Peptide, die aus den extrazel- 
lularen Domanen von PAP (vgl. Fig. 2) stammen. Besonders be- 
vorzugte Peptide stammen aus Bereichen, die den Aminosauren 
32-48, 49-62 oder 119-129 von SEQ ID No. 2 entsprechen. Diese 
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Peptide werden vorzugsweise nach bekannten Methoden an einen 
Trager, z. B. Keyhole Limpet Hemocyanin nach bekannten Metho- 
den (Snipes et al . , J. Cell. Biol. 117 (1992), 225-238) gekop- 
pelt. Die resultierenden Konjugate werden zur Immunisierung 
von Versuchstieren, B. Kaninchen, verwendet. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist somit 
ein Antikorper gegen das PAP- Protein oder eine Variante davon, 
vorzugsweise ein Antikorper, der keine Kreuzreaktion mit homo- 
logen Proteinen wie EMP-1, PMP22 und CL-20 zeigt. Besonders 
bevorzugt ist der Antikdrper gegen eine Peptidsequenz gerich- 
tet, die den Aminosauren 32 bis 48, 49 bis 62 oder 119 bis 129 
der in SEQ ID No. 2 dargestellten Aminosauresequenz entspricht. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist die Verwendung der 
oben beschriebenen Antikorper in einem immunologischen Ver- 
fahren einer Immunprazipitation, eines Western-Blots, eines 
kompetetiven Immuntests oder eines Sandwichtests. 

Noch ein weiterer Gegenstand der Erfindung betrifft die Ver- 
wendung eines Polypeptids oder eines Fragments davon, das 
kodiert wird durch 

(a) die in SEQ ID No. 1 dargestellte Protein kodierende Nu- 
cleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration des 
genetischen Codes entsprechende Nucleotidsequenz oder 

(c) eine Nucleotidsequenz, die eine Homologie von mehr als 
95% zu einer Sequenz aus (a) oder/und (b) umfaSt, zur 
Herstellung eines Antikorpers unter Verwendung einer 
Phage -Display-Ant ikorperbibliothek. 

Mit diesem Verfahren wird die Identif izierung und Herstellung 
eines Antikorpers gegen das PAP- Protein ausschlieSlich mit 
Methoden der rekombinanten DNA-Technologie ohne die Verwendung 
von Tieren oder aus Tieren gewonnenen (primaren) Zellen mog- 
lich. 
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Die bei einer "klassischen" Antikorperherstellung notigen 
arbeits- und zeitauf wendigen Schritte-wie Immunisierung von 
Versuchstieren, Boosten Oder Zellfusion und Selektionszyklen 
von Einzelklonen entf alien somit. 

Die Bereitstellung einer pharmazeutischen Zusammensetzung 
gemafi der Erfindung, des PAP-Proteins, einer dafur codierenden 
Nucleinsaure und eines dagegen gerichteten Antikorpers schaf f t 
die Voraussetzung fiir eine gezielte Suche nach Effektoren 
dieses Proteins. Angrif f spunkt fur diese Substanzen sollten 
die potentiellen extrazellularen Domanen des Proteins sein, 
die sich im Bereich der Aminosaurereiste 29 bis 63 und 118 bis 
130 der in SEQ ID No. 2 dargestellten Aminosauresequenz befin- 
den. Stoffe, die uber diese Region des Proteins inhibitorisch 
Oder aktivierend wirken, sind in der Lage, durch PAP gesteu- 
erte Zellf unktionen selektiv zu beeinf lussen. Daher konnen sie 
bei der Therapie entsprechender Krankheitsbilder eingesetzt 
warden. Bei Krankheitsbildern, die auf einen Ausfall von PAP 
zuruckzufuhren sind, konnte eine gentherapeutische Behandlung 
erfolgen, welche die Ubertragung einer fur PAP codierenden 
Nucleinsaure mittels Vektoren, z. B. viralen Vektoren, in das 
entsprechende Zielgewebe umfaSt. Andererseits kann bei Krank- 
heitsbildern, die auf eine unkontrollierte Expression von PAP 
zuruckzufuhren sind, eine gentherapeutische Behandlung erfol- 
gen, welche zu einer Blockierung dieser Expression fuhrt. 

Die vorgestellten Ergebnisse schaffen uberdies die Voraus- 
setzung fur eine gezielte Diagnostik von Krankheiten, die mit 
Veranderungen der PAP-Aktivitat ursachlich verbunden sind. 
Diese Untersuchungen konnen mit Hilfe spezifischer Nuclein- 
sauresonden zum Nachweis auf Nucleinsaureebene, d.h. auf Gen- 
bzw. Transkriptebene oder mit Hilfe von Antikorpern gegen PAP 
zum Nachweis auf Proteinebene durchgefuhrt werden. 

Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele, Abbildungen 
und Sequenzprotokolle naher erlautert. Es zeigen: 
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Abb. 1 



Abb. 2 

SEQ ID No.l 

SEQ ID No. 2 
SEQ ID No. 3 
SEQ ID No. 4 
SEQ ID No. 5 

SEQ ID No. 6 

Beispiele 

Beispiel 1 



einen Vergleich der Aminosauresequenzen 
zwischen humanem PAP (1) , humanem (2) und Maus 
(3) TMP, Ratten EMP-1 (4), Kaninchen CL-20 (5), 
humanem (6), Maus (7) und Ratten (8) PMP 22, 
eine Vorhersage der Topologie von PAP in einer 
Lipiddoppelschicht . Der gefullte Kreis bedeutet 
eine potentielle N-Glykosilierungsstelle, 
eine Nucleinsauresequenz, welche die fiir PAP- 
codierende genetische Information enthalt, 
die Aminosauresequenz von PAP, 
die Nucleinsauresequenz von Maus TMP cDNA, 
die Aminosauresequenz von Maus TMP, 
die Nucleinsauresequenz von humaner TMP cDNA 
und 

die Aminosauresequenz von humanem TMP. 



Kultivierung von Zellinien 



Die Zellinien MCF-7 und MCF-7;^r sind humane Mammakarzinom- 
Zellinien (Thompson et al . , J. Cell. Physiol. 150 (1992), 534- 
544 und Fairchild et al.. Cancer Res. 47 (1987), 5141-5148. 

Die Zellinie MCF-7 ist nicht-metastasierend, exprimiert den 
Ostrogen-Rezeptor, zeigt Ostrogen-abhSngiges Wachstum in der 
Nacktmaus und keine Expression von Vimentin. Die Zellinie 
MCF-7^R leitet sich von MCF-7 ab und wurde uber ihre Resistenz 
gegen Adriamycin selektiert. Sie ist metastasierend, zeigt 
eine Multi Drug-Resistenz, keine Expression des 6strogen-Re- 
zeptors sowie Ostrogen-unabhangiges Wachstum in der Nacktmaus. 

Die Kultivierung dieser Zellinien erfolgte in Improved Minimal 
Essential Medium (IMEM; Gibco, Grand Island, NY) mit 5 % fota- 
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lem Rinderserum (Gibco) . Die Zellen wurden bei 37 <>C und einer 
5 % COj-Atmosphare kultiviert, 

Beispiel 2 

5 

Differential -Display PGR 

Die Dif ferential-Display-Polymerase-Kettenreaktion (DD-PCR) 
wurde nach bekannten Methoden (vgl. Liang und Pardee, Science 
10 275 (1992), 967-970; Liang et al . , Cancer Res. 52 (1992), 
6966-6968 und Liang et al . , Nucleic Acids Res. 21 (1993), 
3269-3275) unter Verwendung des RNA-map-Kits (GenHunter Corp., 
Brookline, MA) gemaS den Vorschriften des Herstellers durch- 
gef iihrt . 

15 

Aus MCF-7 und MCF-7;^r- Zellen wurde Gesamt-RNA nach der Methode 
von Chomczynski und Sacchi (Anal. Biochem. 162 (1987), 156- 
159) unter Verwendung des Total -RNA Isolation System (Promega 
Corp., Madison, WI) isoliert. Die Beseitigung von DNA-Kontami- 
20 nationen aus den RNA-Proben erfolgte durch Inkubation mit 
RNase freier DNase I unter Verwendung des Message -Clean-Kit 
(GenHunter Corp., Brookline, MA) durch Inkubation fur 30 min 
bei 37 «c. 

25 DNA-freie Gesamt-RNA (0,2 /zg) aus MCF-7 und MCF-7^r- Zellen 
wurde als Matrize fiir die cDNA-Erststrangsynthese in Gegenwart 
von 10 /iM der TUikerprimer T^^MG, T^sMC, T^^MA und T^^MT (wobei M 
dreifach degeneriert fur G, A und C ist) , 1 X Reverse Trans - 
kriptase- Puffer (125 mM Tris-Cl, pH 8,3; 188 mM KCl; 7,5 mM 

30 MgCla; 25 mM Dithiothreitol) und 250 (jlM dNTP-Mischung verwen- 
det. Die Losung wurde 5 min. auf 65 ^C erhitzt, fur 10 min auf 
37 «>C abgekuhlt und dann wurden 200 U Moloney murine Leukemia- 
virus (MMLV) Reverse Transkriptase zugegeben. Nach einstundi- 
ger Inkubation bei 37 ^'C wurde die Reaktion durch 5-minutige 

35 Inkubation bei 95 °C gestoppt. 
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Die PGR wurde in einer Reaktionslosung durchgefuhrt , die 0,1 
Volumina des Ansatzes zur Reversen Transkription, 10 jitM des 
jeweiligen T^jMN-Ankerprimer , 2 /iM 10-mer Primer mit willkur- 
lich festgelegter Sequenz, 1 x-PCR-Puffer (100 mM Tris-Cl,- 
5 pH 8,4; 500 mM KCl ; 15 mM MgCls; 0,01 % Gelatine), 25 /xM dNTP, 
10 fiCi [Qf-"S] dATP und 10 U Amplitaq DNA- Polymerase (Perkin 
Elmer, Norwalk, CT) enthielt. Die PGR wurde fur insgesamt 40 
Zyklen bei 94 *>G fur 30 40 <>G fur 2 min, 72 ^G fur 30 s und 
schliefilich 5 min bei 72 durchgef uhrt . 

10 

Nach Zugabe von Beladungspuf f er zu jeweils 3,5 /xl Probe wurden 
die PCR-Produkte 2 min lang bei 80 *C erhitzt und dann auf ein 
denaturierendes 5 % Polyacrylamid-Sequenziergel zur Elektro- 
phorese auf getragen. Das getrocknete Gel wurde autoradio-gra- 
is.phisch auf dif ferentiell exprimierte Gene analysiert. 

Die in zwei unabhangigen DD-PCR-Reaktionen identif izierten 
Banden, die dif ferentiell exprimierten Genen entsprechen, 
wurden aus dem getrockneten Gel ausgeschnitten . Die cDNA wurde 

20 aus dem Gel durch Einweichen des Gelstucks in 100 ptl HjO fiir 
10 min und anschlieSendes Kochen fur 15 min eluiert. Die cDNA 
wurde durch Ethanolf allung in Gegenwart von 3 M Natriumacetat 
und 50 Glycogen als Trager isoliert und in 10 fil HjO aufge- 
nommen. 4 fxl der eluierten cDNA wurden in einer zweiten PGR 

25 reamplif iziert . Dabei wurden dieselben 5'- und 3 '-Primer und 
die oben beschriebenen Bedingungen verwendet, auSer daiS dNTP- 
Konzentrationen von 20 ;xM verwendet wurden und das Reaktions- 
gemisch keine Radioisotopen enthielt. 

30 Die auf diese Weise erhaltenen amplif izierten PCR-Fragmente 
wurden uber ein 1,5 % Agarosegel aufgetrennt, gereinigt und 
als Sonden fiir die Northern-Analyse von RNA aus MCF-7 und MGF- 
7adr verwendet. 



35 
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BeisDiel 3 

Northern Analyse 

5 PolyA'RNA wurde aus Gesamt-RNA unter Verwendung des PolyA T- 
tractlll mRNA-Isolierungssystem (Promega Corp., Madison, WI) 
isoliert. Parallele Spuren von PolyA' RNA aus MCF-7 und MCF- 
^ADR-Zellen (1 ng von jeder Zellinie) wurden auf einem denatu- 
rierenden 1%-Agarose-Ponnaldehyd-Gel nach Grofie aufgetrennt 
10 und dann auf eine positiv geladene Nylonmembran (Boehringer 
Mannheim GmbH, Mannheim) durch Kapillarblotting in 20 x SSC 
uberfiihrt. Nach UV-Quervernetzung (Stratagene UV- St ratal inker 
1800) wurden die Membranen mit [o-"P] dCTP-markierten DD-PCR- 
Produkten hybridisiert, die mit der "random-primed" DNA-Mar- 
is kierungsmethode hergestellt und bis zu einer spezifischen 
Aktivitat von 2 x 10» dpm/ng unter Verwendung des Rediprime 
DNA-Markierungssystems (Amersham, Braunschweig) markiert wor- 
den waren. Die Vorhybridisierung (5 h) und Hybridisierung 
(uber Nacht) mit radioaktiven Sonden erfolgte in 50% Formamid, 
20 5% SSC, 5 X Denhardt-L6sung, 1% SDS und 100 /zg/ml denaturier- 
ter Lachssperma-DNA bei 42''C. Die Membranen wurden mit 1 x SSC, 
0,1% SDS bei Raumtenperatur fvir 15 min. 2 x gewaschen, gefolgt 
von Waschen mit 0,25 x SSC, 0,1% SDS bei 55 - eO^C fur 15 bis 
30 min. Dann wurden die Membranen autoradiographisch unter- 
2S sucht. 

Diejenigen DD-PCR-Produkte, bei denen eine dif f erentielle ' 
mRNA- Expression nachgewiesen werden konnte, wurden durch das 
TA-Cloningsystem (Invitrogen, San Diego, CA) in den PCR Xi- 
ao Vektor subkloniert. Die subklonierten Fragmente wurden unter 
Verwendung des Quiagen-Plasmidkits (Quiagen, Hilden) isoliert 
und emeut als Sonden fur die Northern Analyse zur Verifizie- 
rung der dif ferentiellen mRNA-Expression verwendet. 



35 
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Beispiel 4 

Charakterisierung von DD-PCR- Fragment en, die dif f erentiell 
exprimierten mRNAs entsprechen 

Die subklonierten Fragmente, welche sich von dif f erentiell 
exprimierten mRNAs ableiten, warden im TA-Klonierungsvektor 
unter Verwendung des Dye -Terminator Cycle Sequencing kit (Ap- 
plied Biosystems GmbH, Foster City, CA) sequenziert. Die Nu- 
kleotidsequenzdaten wurden auf Homologie mit bekannten Genen 
in den Datenbanken Genbank und EMBL unter Verwendung des Com- 
puterprogramms BLAST analysiert. 

Auf diese Weise konnten neben 10 bekannten mRNA-Spezies eine 
neue mRNA identif iziert werden, die in der Zellinie MCF-V^^j^ 
dif f erentiell exprimiert wird. 

Urn die vollstandige cDNA dieser neuen mRNA zu erhalten, wurde 
ein 556 bp langes subkloniertes DD- PGR- Fragment als Sonde zur 
Musterung einer humanen Herz cDNA-Bank {Clontech, Palo Alto, 
CA) verwendet, die in einem Lambda gtlO-Vektor hergestellt 
worden war. Auf diese Weise wurde ein etwa 2 kb cDNA-Klon 
isoliert, von dem beide Strange sequenziert und mit dem klo- 
nierten DD-PCR- Fragment verglichen wurden. 

Zur Identif izierung der 5' -Region der cDNA wurde eine RACE 
(Rapid Amplification of cDNA ends) PCR nach der von Frohmann 
(PCR-Meth. Appl. 4 (1994), 40-58) und Schaefer (Anal. Biochem. 
227 (1995), 255-273) beschriebenen Methode mit den Modifi- 
kationen von Kato et al. (Gene 150 (1994), 243-250) durch- 
gefuhrt. Das auf diese Weise erhaltene 1 kb lange 5' RACE PCR- 
Produkt wurde sequenziert und mit dem aus der Musterung der 
cDNA-Bank erhaltenen cDNA Klon verglichen. 

Die resultierende Nukleotidsequenz der vollst&ndigen cDNA 
wurde mit bekannten DNA-Sequenzen aus der Genbank und der 
EMBL-Datenbank verglichen- 
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Wie durch Northern Blot -Analyse f estgestellt , wird die neu 
identif izierte mRNA ausschliefilich in der Zellinie MCF-7;^r 
exprimiert. Daher wurden die cDNA und das dafur codierende 
Protein als "Progressions-assoziiertes Protein" (PAP) bezeich- 
net. Die Nucleotid- und Aminosauresequenzen von PAP sind in 
SEQ ID No.l und 2 angegeben. Die Nucleotidsequenz umfaSt 2786 
nt mit einem offenen Leserahmen von 471 nt (157 Aminosauren) , 
der mit einem ATG-Initiationscodon bei Position 219 beginnt 
und mit einem TAA-Stopcodon an Position 692 endet. Ein poten- 
tielles N-Glycosilierungssignal im Bereich der Aminosauren 43- 
45 wurde mit Aminosaure 43 als moglichem Akzeptor der Zucker- 
gruppe identif iziert . Eine potentielle Acylierungsstelle durch 
kovalente Addition von Myristat wurde an Aminosaureposition 39 
identif iziert • Eine mogliche Phosphorylierungss telle fur die 
Serin-Threonin-Kinase Caseinkinase II wurde an Position 48 
identif iziert • 

Die PAP cDNA ist Mitglied einer Genfamilie, Ein Vergleich der 
Aminosauresequenzen von Mitgliedern dieser Genfamilie ist in 
Fig.. 1 dargestellt. Die hochste Ahnlichkeit hat das humane PAP 
zum Kaninchen- Protein CL-20 und zum Ratten-Protein EMP-1 
(Identitat 77 bzw. 76 %) gefolgt vom Protein PMP-22 aus 
Mensch, Maus und Ratte (Identitat von 41 %, 43 % und 41 %) . 

Weiterhin wurde festgestellt , daB PAP eine grofie Ahnlichkeit 
mit bislang nicht publizierten Proteinen hat, die als murines 
Tumor-assoziiertes Membranprotein (Maus TMP, Genbank U25633, 
SEQ ID NO. 3/4) und humanes Tumor-assoziiertes Membran-pro- 
tein, Genbank U43916, SEQ ID NO. 5/6) bezeichnet werden. Muri- 
nes TMP hat eine Lange von 160 Aminosauren, wobei 39 Aminosau- 
ren unterschiedlich zu PAP sind (Identitat 76%) . Humanes TMP 
hat eine Lange von 157 Aminosauren, wobei 7 Aminosauren unter- 
schiedlich zu PAP sind (Identitat 95%) . 

Basierend auf coraputerunterstutzte Hydrophobizitatsplots und 
Vorhersagen der Sekundarstruktur kann ein Model 1 fur die hypo- 
thetische Topologie von PAP vorgeschlagen werden (Fig. 2). 



wo 98/10065 



PCT/EP97/04785 



- 18 - 

Demzufolge enthalt PAP 4 hydrophobe potentielle Transmembran- 
domanen und 2 potentielle extrazellulare Domanen (Aminosauren 
29-63 bzw. 118-130) . 

Im Bereich der ersten extrazellularen Domane, insbesondere im 
Bereich der Aminosauren 32-48, liegen die grofiten Unterschiede 
von PAP zu humanem TMP (5 Aminosauren) . 

Beispiel 5 

Expressionsrauster von PAP 

Urn die gewebespezif ische Expression von PAP zu untersuchen, 
wurde die Verteilung von PAP-mRNA in verschiedenen humanen 
Geweben durch Northern Blot -Analyse unter Verwendung von Mul- 
tiple Tissue Northern Blots (Clontech, Palo Alto, CA) unter- 
sucht . 

Dabei vrurde f estgestellt , daS PAP-mRNA in den meisten humanen 
Geweben exprimiert wird. PAP-mRNA fehlt jedoch in peripheren 
Blutleukozyten und wird nur sehr schwach im Gehirn exprimiert - 
Weiterhin fehlte PAP-mRNA in verschiedenen Leukamie- und Lymp- 
homa Zellinien wie etwa HL 60 (Promyeolozytare Leukamie) , K562 
(chronische myeoloische Leukamie) , Molt-4 (lympho-blastoide 
Leukamie), Raji (Burkitt's Lymphom) und HeLa (Zervikal-Karzi- 
nom) . Eine starke Expression von PAP-mRNA wurde jedoch in 
SW480-Zellen (Kolorektales Adenokarzinom) und in G361-Melanom- 
zellen festgestellt . 

Beispiel 6 

Herstellung eines PAP-Expressionskonstrukts und transiente 
Expression in COS-Zellen 

Die PAP-cDNA wurde in die EcoRV-Stelle des Expressionsvektors 
pcDNAl (Invitrogen, San Diego, CA) stromabwarts vom Cytomega- 
lovirus-Promotor subkloniert. Der Stammvektor ohne cDNA-Inser- 
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tion wurde als negative Kontrolle verwendet . Rekombinante DNA 
wurde uber eine Quiagensaule (Quiagen, Hilton, DE) gereinigt 
und durch Bestimmung der Absorption bei 260 nm quantif iziert . 

COS-Zellen, die in DMEM mit 10 % fotalem Kalberserum exponen- 
tiell wuchsen, wurden mit Trypsin behandelt, mit Phosphat- 
gepufferter Salzlosung gewaschen und bei 800 g zentrif ugiert . 
1,5 X 10^-Zellen wurden in 200 fil Phosphat-gepuf f erter Salzlo- 
sung mit 5 ng Vektor DNA resuspendiert . Die Zellen wurden 
5 min auf Eis gekuhlt, in eine Elektro-porationskuvette (Bio- 
rad, Herkules, CA) mit einem Spalt von 4 mm uberfiihrt und bei 
300 V und 125 Mikrofarad einer Elektroporation unterzogen. 

Die transf izierten Zellen wurden fur 5 min auf Eis gekiihlt und 
auf sieben 35 mm Kulturschalen mit 2 ml DMEM und 10 % fotalem 
Kalberserum aufgeteilt und fiir 48 h kultiviert. Dann wurden 
die Zellen mit Tris-gepuff erter Salzlosung gewaschen, in DMEM 
mit 2 % Paraformaldehyd fur 30 min fixiert, mit Tris-gepuff er- 
ter Salzl6sung gewaschen und 30 min in Tris-gepuff erter Salz- 
losung mit 0,1 % Saponin permeabilisierr . Unspezif ische Bin- 
dungsstellen wurden 30 min bei Raumtemperatur in Tris-gepuf- 
ferter Salzlosung, 2 % Rinderserumalbumin, 1 % Schweinehautge- 
latine (Typ A Sigma), 2 % Ziegenserum und 0,1 % Saponin bloK- 
kiert. Die Zellen wurden mit Anti-PAP-Antikorpern {Beispiel 
7) , 1 : 500 in Blockierungspuf f er mit 0,02 % Saponin verdflnnt, 
liber Nacht bei 4 inkubiert. Dann wurde Fluoresceinisothio- 
cyanat-markiertes Ziegen-Anti-Kaninchen-Immunglobulin, 1 : 200 
in Blockierungspuf fer mit 0,02 % Saponin verdunnt, zugegeben. 
Nach Waschen mit Tris-gepuff erter Salzlosung wurden die Zellen 
auf Objekttrager aufgebracht und die Immunreaktivitat durch 
konfokale Mikroskopie mit einem Biorad MRC- 6 00 -Scanner zusam- 
men mit einem Zeiss Axiophot Fluoreszenzmikroskop sichtbar 
gemacht. Als negative Kontrolle wurde Praimmunserum (1 : 500) 
als primares Antiserum verwendet. 
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Beispiel 7 

Ant ikorperherstel lung 

5 Anti-Peptid-Antikorper warden gegen synthetische Peptide aus 
den ersten und zweiten extrazellularen Loops von PAP herge- 
stellt: 

Peptid 1 : Cys*'-Ser-Asp-Ser-Leu-Ser-Tyr-Ala-Ser-Glu-Asp-Ala- 
10 Leu-Lys"-COOH 

.Peptid 2 : His"'-Tyr-Ala-Asn-Arg-Asp-Gly-Thr-Gln-Tyr-His"'-COOH 

Die Peptide wurden an Keyhole -Limpet -Hemocyanin nach bekannten 
Methoden (Snipes et al., (1992), Supra) gekoppelt. Die Kon- 

15 jugate wurden zur Immunisierung von Kaninchen mit komplettem 
Freund' schem Adjuvans verwendet. AnschlieSend folgte eine 
Auffrischung der Immunisierung in zweiwochigen Intervallen fur 
insgesamt 4 mal mit 500 ^g Peptid und inkomplettem 
Freund'schem Adjuvans. Von den immunisierten Tieren wurde Blut 

20 entnommen und das Serum isoliert. Die Aktivitat des Immunse- 
rums wurde durch Festphasen-ELISA (Beispiel 6) getestet. . 
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SEQUENZ PROTOKOLL 

(1) ALLGEMEINE ANGABEN: 

(i) ANMELDER: 

(A) NAME: Boehringer Mannheim GmbH 

(B) STRASSE: Sandhofer Strasse 

(C) CRT: Mannheim-Waldhof 

(E) LAND: Deutschland 

(F) POSTLEITZAHL: 68305 

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Neues Mammakarzinom-asso 

ziiertes Gen 

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 6 

(iv) COMPUTER -LESBARE FASSUNG: 

(A) DATENTRAGER: Floppy disk 

(B) COMPUTER: IBM PC compatible 

(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS 

(D) SOFTWARE: Patent In Release #1.0, Version #1.30 

(EPA) 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 2786 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: cDNA 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 
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(B) CLON(E): Human PAP 

(ix) MERKMAL: 

(A) N/^E/SCHLUSSEL: CDS 
5 (B) LAGE:219. .689 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1: 
10 AGCACTCTCC AGCCTCTCAC CGCAAAATTA CACACCCCAG TACACCAGCA GAGGAAACTT 60 
ATAACCTCGG GAGGCGGGTC CTTCCCCTCA GTGCGGTCAC ATACTTCCAG AAGAGCGGAC 120 
CAGGGCTGCT GCCAGCACCT GCCACTCAGA GCGCCTCTGT CGCTGGGACC CTTCAGAACT 180 

15 

CTCTTTGCTC ACAAGTTACC AAAAAAAAAA GAGCCAAC ATG TTG GTA TTG CTG 233 

Met Leu Val Leu Leu 
1 5 

20 GCT GGT ATC TTT GTG GTC CAC ATC GCT ACT GTT ATT ATG CTA TTT GTT 281 
Ala Gly He Phe Val Val His He Ala Thr Val He Met Leu Phe Val 
10 15 20 

AGC ACC ATT GCC AAT GTC TGG TTG GTT TCC AAT ACG GTA GAT GCA TCA 329 
25 Ser Thr He Ala Asn Val Trp Leu Val Ser Asn Thr Val Asp Ala Ser 
25 30 35 

GTA GGT CTT TGG AAA AAC TGT ACC AAC ATT AGC TGC AGT GAC AGC CTG 377 
Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Thr Asn He Ser Cys Ser Asp Ser Leu 
30 40 45 50 

TCA TAT GCC AGT GAA GAT GCC CTC AAG ACA GTG CAG GCC TTC ATG ATT 425 
Ser Tyr Ala Ser Glu Asp Ala Leu Lys Thr Val Gin Ala Phe Met He 
55 60 65 

35 

CTC TCT ATC ATC TTC TGT GTC ATT GCC CTC CTG GTC TTC GTG TTC CAG 473 
Leu Ser He He Phe Cys Val He Ala Leu Leu Val Phe Val Phe Gin 
70 75 80 85 

40 CTC TTC ACC ATG GAG AAG GGA AAC CGG TTC TTC CTC TCA GGG GCC ACC 521 
Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe Leu Ser Gly Ala Thr 
90 95 100 
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ACA CTG GTG TGC TGG CTG TGC ATT CTT GTG GGG GTG TCC ATC TAG ACT 569 
Thr Leu Val Cys Trp Leu Cys lie Leu Val Gly Val Ser He Tyr Thr 
105 110 115 

5 AGT CAT TAT GCG AAT CGT GAT GGA ACG CAG TAT CAC CAC GGC TAT TCC 617 
Ser His Tyr Ala Asn Arg Asp Gly Thr Gin Tyr His His Gly Tyr Ser 
120 125 130 

TAC ATC CTG GGC TGG ATC TGC TTC TGC TTC AGC TTC ATC ATC GGC GTT 665 
10 Tyr He Leu Gly Trp He Cys Phe Cys Phe Ser Phe He He Gly Val 
135 140 145 

CTC TAT CTG GTC CTG AGA AAG AAA TAAGGCCGGA CGAGTTCATG GGGATCTGGG 719 
Leu Tyr Leu Val Leu Arg Lys Lys 
15 150 155 



20 



GGGTGGGGAG GAGGAAGCCG TTGAATCTGG GAGGGAAGTG GAGGTTGCTG TACAGGAAAA 779 

ACCGAGATAG GGGAGGGGGG AGGGGGAAGC AAAGGGGGGA GGTCAAATCC CAAACCATTA 839 

CTGAGGGGAT TCTCTACTGC CAAGCCCCTG CCCTGGGGAG AAAGTAGTTG GCTAGTACTT 899 

TGATGCTCCC TTGATGGGGT CCAGAGAGCC TCCCTGCAGC CACCAGACTT GGCCTCCAGC 959 



25 TGTTCTTAGT GACACACACT GTCTGGGGCC CCATCAGCTG CCACAACACC AGCCCCACTT 1019 
CTGGGTCATG CACTGAGGTC CACAGACCTA CTGCACTGAG TTAAAATAGC GGTACAAGTT 1079 
CTGGCAAGAG CAGATACTGT CTTTGTGCTG AATACGCTAA GCCTGGAAGC CATCCTGCCC 1139 



30 



TTCTGACCCA AAGCAAAACA TCACATTCCA GTCTGAAGTG CCTACTGGGG GGCTTTGGCC 1199 



TGTGAGCCAT TGTCCCTCTT TGGAACAGAT ATTTAGCTCT GTGGAATTCA GTGACAAAAT 1259 
35 GGGAGGAGGA AAGAGAGTTT GTAAGGTCAT GCTGGTGGGT TAGCTAAACC AAGAAGGAGA 1319 
CCTTTTCACA ATGGAAAACC TGGGGGATGG TCAGAGCCCA GTCGAGACCT CACACACGGC 1379 



TGTCCCTCAT GGAGACCTCA TGCCATGGTC TTTGCTAGGC CTCTTGCTGA AAGCCAAGGC 



40 



AGCTCTTCTG GAGTTTCTCT AAAGTCACTA GTGAACAATT CGGTGGTAAA AGTACCACAC 
AAACTATGGG ATCCAAGGGG CAGTCTTGCA ACAGTGCCAT GTTAGGGTTA TGTTTTTAGG 
45 ATTCCCCTCA ATGCAGTCAG TGTTTCTTTT AAGTATACAA CAGGAGAGAG ATGGACATGG 



1439 
1499 
1559 
1619 
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CTCATTGTAG CACAATCCTA TTACTCTTCC 
TATCAATATT GAGGATCAGG GCTCCTAGGC 
5 GGAGTGATCA CCTCTTGGGG ACCCTGCCTA 
TGGAAGCTGA TTAAAACACA CATAAACCAA 
GCTATATAAT TGTGAAGTAT TAAGCCTACC 

10 

TGCATTCCCA GGAAAATACG AAAATCCCAT 
ATCTTTTCTT TAAAATAAAA AAGCAAA7VAC 
15 GCTGTCTGCT GCCGCAGGAG CACCTCTATA 
TTAAGCAGGC ATTGCTTTGC CCTGGAGCAG 
AGGGGTTTTT TGGGAAGACG TTTTCTTTAT 

20 

CTGAGACATC TTGCCTACTT TTCTTTATTA 
TTCCTTTTTG GGGAGTTGTT ATGCCATGAT 
25 AATTCTATTT CTCTATGTTT ATTCTAGTTA 
CCTAGGCTGA GGTTAGAGAG ATTGGCCAGC 
ATGATTTCAT TATCACATGA TTATAGAAGG 

30 

TCAGACATAT CCAAAGGGAA TACTCACATT 
AACCATGTAT TCCCTTATCT TTTACTTTTT 
35 CATTACTCTG GTGGATTGTT CTAGTACTGT 
TATACTATAA TTGTAAATAT TTTGATACAA 
ATTCTGATTC CCTTCAAAAA AAAAAAA 
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TCTAACATTT TTGAGGAAGT TTTGTCTAAT 1679 

TCAGTGGTAG CTCTGGCTTA GACACCACCT 1739 

TCCCACTTCA CAGGTGAGGC ATGGCAATTC .1799 

AACCAAACAA CAGGCCCTTG GGTGAAAGGT 1859 

GTATTTCAGC CATGATAAGA ACAGAGTGCC 1919 

GAGATAAATA AAAATATAGG TGATGGGCAG 1979 

TCTTGTGGTA CCTAGTCAGA TGGTAGACGA 2039 

CAGGACTTAG AAGTAGTATG TTATTCCTGG 2099 

CTATTTTAAG CCATCTCAGA TTCTGTCTAA 2159 

CGCCCTGAGA AGATCTACCC CAGGGAGAAT 2219 

GCTTTCTCCT CATCCATTTC TTTTATACCT 2279 

TTTTGGTATT TATGTAAAAG GATTATTACT 2339 

AGGAAATGTT GAGGGCAAGC CACCAAATTA 2399 

AAAAACTGTG GGAAGATGAA CTTTGTCATT 2459 

CTGTCTTAGT GCAAAAAACA TACTTACATT 2519 

TTGTTAA6AA GTTGAACTAT GACTGGA6TA 2579 

TTCTGTGACA TTTATGTCTC ATGTAATTTG 2639 

ATTGGGCTTC TTCGTTAATA GATTATTTCA 2699 

ATGTTTATAA CTCTAGGGAT ATAAAAACAG 2759 

2766 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2: 

(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 157 Aminosauren 
5 (B) ART: Aminosaure 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEIOJLS : Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 2: 

10 

Met Leu Val Leu Leu Ala Gly He Phe Val Val His He Ala Thr Val 
^ 5 .10 15 

He Met Leu Phe Val Ser Thr He Ala Asn Val Trp Leu Val Ser Asn 
15 20 25 30 

Thr Val Asp Ala Ser Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Thr Asn He Ser 
35 40 45 

20 Cys Ser Asp Ser Leu Ser Tyr Ala Ser Glu Asp Ala Leu Lys Thr Val 
50 55 60 

Gin Ala Phe Met He Leu Ser He He Phe Cys Val He Ala Leu Leu 
65 70 75 80 

25 

Val Phe Val Phe Gin Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe 
85 90 95 

Leu Ser Gly Ala Thr Thr Leu Val Cys Trp Leu Cys He Leu Val Gly 
30 100 105 110 

Val Ser He Tyr Thr Ser His Tyr Ala Asn Arg Asp Gly Thr Gin Tyr 
115 120 125 

35 His His Gly Tyr Ser Tyr He Leu Gly Trp He Cys Phe Cys Phe Ser 
130 135 140 



Phe He He Gly Val Leu Tyr Leu Val Leu Arg Lys Lys 
145 150 155 

40 
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3: 
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10 



(i) SEQUENZKENNZEICHEN: 

(A) LANGE; 2614 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

(C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKOLS: cDNA 



(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 
(B) CLON(E): Maus TMP 

15 (ix) MERKMAL: 

(A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:90. .569 



20 (xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO : 3: 

GACCAGCAGA CTGCTCTACC ACCCAGGGCA TCTGCCTCTC TCACTGGATA CTCCAGAATT 60 

CTCTACTCAG AAGTCACCAA AAAGCCAAG ATG TTG GTG CTA CTG GCT GOT CTC 113 
25 Met Leu Val Leu Leu Ala Gly Leu 

160 165 

TTT GTG GTC CAC ATT GCC ACT GCC ATT ATG CTG TTT GTC TCC ACC ATT 161 
Phe Val Val His lie Ala Thr Ala lie Met Leu Phe Val Ser Thr lie 
30 170 175 180 

GCC AAC GTC TGG ATG GTT GCA GAT TAC GCA AAT GCA TCT GTA GGG CTT 209 
Ala Asn Val Trp Met Val Ala Asp Tyr Ala Asn Ala Ser Val Gly Leu 
185 190 195 

35 

TGG AAG AAC TGC ACT GGT GGT AAC TGC GAC GGC TCC CTG TCC TAC GGC 257 
Trp Lys Asn Cys Thr Gly Gly Asn Cys Asp Gly Ser Leu Ser Tyr Gly 
200 205 210 



40 
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AAT GAA GAT GCT ATC AAG GTA GTG CAA GCC TTC ATG ATC CTC TCC ATC 305 
Asn Glu Asp Ala He Lys Val Val Gin Ala Phe Met He Leu Ser He 
215 220 225 

5 ATC TTC TCC ATC ATC TCC CTC GTG GTC TTC GTG TTC CAG CTC TTC ACT 353 
He Phe Ser He He Ser Leu Val Val Phe Val Phe Gin Leu Phe Thr 
230 235 240 245 

ATG GAG AAG GGA AAC CGG TTC TTC CTC TCG GGG TCC ACC ATG CTG GTG 401 
10 Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe Leu Ser Gly Ser Thr Met Leu Val 
250 255 260 



TGC TGG CTG TGT ATC CTG GTT GGA GTG TCA ATC TAC ACT CAT CAT TAC 
Cys Trp Leu Cys He Leu Val Gly Val Ser He Ty^ Thr His His Tyr 
15 265 270 . 275 

GCC CAC AGC GAA GGG AAC TTC AAC TCC AGC AGC CAC CAA GGC TAT TGT 
Ala His Ser Glu Gly Asn Phe Asn Ser Ser Ser His Gin Gly Tyr Cys 
280 285 290 

20 

TTC ATC CTG ACC TGG ATC TGC TTC TGT TTC AGC TTC ATC ATC GGC ATA 
Phe He Leu Thr Trp He Cys Phe Cys Phe Ser Phe He He Gly He 
295 300 305 

25 CTC TAT ATG GTC CTG AGG AAG ATA TAAGCCGAAT ACGCTCATGG GCGTCTGGGG 599 
Leu Tyr Met Val Leu Arg Lys Lys 
310 315 

GCGGGGTGGG CTGGGTAGGA GGAAGCAACC TAACCTGGGA GGGAAGCAGG AGTCACTGTG 659 

30 

TAGGAATAAC AGAGAGGGGA GGGGGGTGGG GAGAGGGAAG GAAGAGGGGG AGAGGCCCAA 719 

ACCCAAACCA TATCTG6GGC GGTGGGATTC TCTACTGCCA GGCACCCATC CTTGGAAGAA 779 

35 AGTTGTTGGC TGATATGCTG ATGCTTCCTT GAC6TCACCA GAGAGTCCTC CTCTAGCCAC 839 

CGAATATGGC TCCGTCCATC CTCAATTACA TACACTCGGG GCCTCCCCAG CTGCCATACC 899 

ACTGGCGCCA CTCTTGAGGG TGGCTGCTGG GTCACACACT GAGGTCTTCC ACATCCATAT 959 

40 

CATCAAGTTC TGATGGT6GT TCAGGTCTTA GCAAGAGCAG ATATTGCCCG ATGCTGAGGC 1019 

TAAGTCTGGA AGCCACTTTG TCCTTGTGAC CTAAAACCAA ACATCAAATC CAGATCCCAT 1079 



• 497 



545 



45 GTGCCTGTAG TGGGAGCTTT GGCCAGGAAG CCAATGTGCA TATTTGGGTG GCCTTTCTAA 



1139 
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CAAAAGTATA GGATGATGAG AGATGGTTTG TAAGTTCAAG CTGATGGAAT TGGTTTAGCC 1199 

AAGAAATGGA AGTTTCTACC CCAGAGGATC TTGGAGACAG GTGGGGACAG GCAGTGCTCC 1259 

5 TCAGTCACGT GTCACCGAGC TGTCCCTCAT GGAGGCCTCC TGTTGTGAAC TCTGCTAGAC 1319 

TCTCACTTAC AGCCAAGGCA GCTTTTCTGG AGTTTTTCTA GATTCTCTAG AGCCAAAGAT 1379 

GATAATGCCT CACAAAACAT AGGGTCAAAG CATATGCCCA CCGCAGTGCT ATAGTAAGTT 1439 

10 

TGTGGGTTTT TAGGATTCCC CCAAAGCACT CAATGTATCT TGTATATGTA ACAGGGGAGA 14 99 

AATGCATGTG TTCCTTTGAC ATACAATTCT GAACTAGGAA TATTTGAGGA AGTCCAATGA 1559 

15 TGACCAACAA CACTGGGGAC CGATAATATA ACATCTAAAT GCAGTAGTCA CTGTTGCTTT 1619 

GACCTGGGCT GGAGTGGTCT CCTCTCAACA GCTTTCATCA CACTATTTTC CAGCTAAAGA* 1679 

TGGCAAAGCT GTAAGCCAAT TAACATATAC ACCAACCTAA ACTAAAGAAC CAGTCCTGAG 1739 

20 

GGTGTGAGCA AAGGTGCTAT CTGGTTATGG ATTATTAAGC AAACCATATT TCATTTATGT 1799 

TGAGAAGAGA ATGCCTGCCC TCAGGGAAAA AAAAATGTAA TTGTGTGAGA TGAATAAAGT 1859 

25 CCTGGTGATA GGCAGACAGT TTCTTTTTTA AAACAGGAGA AACTCTTAGG GCATCCAGAC 1919 

AGATGGTAGC TAAATTGTTG GGGCTGCAGG GGTATTCCTG TATAAGACTT AGAGGTAGTA 1979 

TGATATCTCA GATTTCTGCC TTAAAGGGCT TTCTTTTTAG AATAGTTTCT TTTTATTGCC 2039 

30 

CTTAGAAGAT CATTTTTAGG AAGAGTATGA GCTATCTTTT CTACAATTCT TTTCCTAGGG 2099 

AATATTCTTA TGCATTTCTT AAATACAATT CTTTTGGGAG GGA6TTTTTA TGCTATAGTT 2159 

35 GCTGGTATTT ATGTAAAGGG ACCCATTACT AAGTGTATTT CTCTAGCATA TTATGTTTAA 2219 

GGGACTGTTC AAGGTAGGTT ACTGAACTGC CGGGCTGATG TTAGAGACAC TGGCCAGAAA 2279 

AGCTATAATA AGTTCTTAAA TTATAATTTG ATCACTATAC ATTTGTTCTA TGCTGCCTTA 2339 

40 

TGTTCATAAG AATATCAACA GACAGCTAGA GCCAGAAAAA AATAGTCACA TTTTGTTAAA 2399 

AAGTTGAATT ATGACTGGAG TGAACCGTGC ATTCCCTTGC CTTTTACTTT TTTTCTGTGA 2459 

45 CATTTACGTC TCATGTAATT TGCATCGCAT TGGTGGGTTA TTCTAGTACT GTATTTGGCT 2519 
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TCTTCATTAA TAGGATATTT CACATACTAT AATTGTAAAT ATTTTGATAC AAATGTTTAT 2579 
AACTCTAGGG ATATAAAAAC AAATTCTGAT TCCCT 2614 

5 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4: 

{ i ) SEQUENZKENNZEICHEN : 

(A) LANGE: 160 Aminosauren 
10 (B) ART: Aminosaure 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4: 

15 

Met Leu Val Leu Leu Ala Gly Leu Phe Val Val His lie Ala Thr Ala 
15 10 15 

lie Met Leu Phe Val Ser Thr He Ala Asn Val Trp Met Val Ala Asp 
20 20 25 30 

Tyr Ala Asn Ala Ser Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Thr Gly Gly Asn 
35 40 45 

25 Cys Asp Gly Ser Leu Ser Tyr Gly Asn Glu Asp Ala He Lys Val Val 
50 55 60 

Gin Ala Phe Met He Leu Ser He He Phe Ser He He Ser Leu Val 
65 70 75 80 

30 

Val Phe Val Phe Gin Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe 
85 90 95 

Leu Ser Gly Ser Thr Met Leu Val Cys Trp Leu Cys He Leu Val Gly 
35 100 105 110 

Val Ser He Tyr Thr His His Tyr Ala His Ser Glu Gly Asn Phe Asn 
115 120 125 



40 Ser Ser Ser His Gin Gly Tyr Cys Phe He Leu Thr Trp He Cys Phe 
130 135 140 
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Cys Phe Ser Phe lie He Gly He Leu Tyr Met Val Leu Arg Lys Lys 
145 150 155 160 



5 (2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5: 

(i) SEQUEN2KENNZEICHEN: 

(A) LANGE: 756 Basenpaare 

(B) ART: Nucleotid 

10 (C) STRANGFORM: beides 

(D) TOPOLOGIE: linear 

(ii) ART DES MOLEKULS : cDNA 

15 

(vii) UNMITTELBARE HERKUNFT: 
(B) CLON(E) : Human TMP 

(ix) MERKMAL: 
20 (A) NAME/SCHLUSSEL: CDS 

(B) LAGE:1. .471 



(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 5: 



25 



ATG TTG GTG CTA CTG GCT GGT ATC TAT GTG GTC CAC ATC GCT ACT GTT 46 
Met Leu Val Leu Leu Ala Gly He Tyr Val Val His He Ala Thr Val 
. 165 170 175 

30 ATT ATG CTA TTT GTT AGC ACC ATT GCC AAT GTC TGG TTG GTT TCC AGT 96 
He Met Leu Phe Val Ser Thr lie Ala Asn Val Trp Leu Val Ser Ser 
180 185 190 

ACG GCA GAT 6CA TCA GTA GGT CTT TGG AAA AAC TGT TCC AAC ATG GAG 144 
35 Thr Ala Asp Ala Ser Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Ser Asn Met Glu 
195 200 205 

TGC AGT GAC AGC CTG TCA TAT GCC AGT GAA GAT GCC CTC AAG ACA GTG 192 
Cys Ser Asp Ser Leu Ser Tyr Ala Ser Glu Asp Ala Leu Lys Thr Val 
40 210 215 220 
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CAG GCC TTC ATG ATT CTC TCT ATC ATC TTC TGT GTC ATT GCC CTC CTG 240 
Gin Ala Phe Met lie Leu Ser lie He Phe Cys Val He Ala Leu Leu 
225 230 235 240 

5 GTC TTC GCG TTC CAG CTC TTC ACC ATG GAG AAG GGA AAC CGG TTC TTC 288 
Val Phe Ala Phe Gin Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe 
245 250 255 

CTC TCA GGG GCC ACC ACA CTG GTG TGC TGG CTG TGC ATT CTT GTG GGG 336 
10 Leu Ser Gly Ala Thr Thr Leu Val Cys Trp Leu Cys He Leu Val Gly 
260 265 270 

GTG TCC ATC TAC ACT AGT CAT TAT GCG AAT CGT GAT GGA ACG CAG TAT 384 
Val Ser He Tyr Thr Ser His Tyr Ala Asn Arg Asp Gly Thr Gin Tyr 
15 275 280 285 

CAC CAC GGC TAT TCC TAC ATC CTG GGC TGG ATC TGC TTC TGC TTC AGC 432 

His His Gly Tyr Ser Tyr He Leu Gly Trp He Cys Phe Cys Phe Ser 
290 295 300 

20 

TTC ATC ATC GGC GOT CTC TAT CTG GTC CTG AGA AAG AAA TAAGGCCGGA 481 

Phe He He Gly Val Leu Tyr Leu Val Leu Arg Lys Lys 
305 310 315 

25 CGAGTTCATG GGGATCTGGG GGGTGGGGAG GAGGAAGCCG TTGAATCTGG GAGGGAAGTG 541 

GAGGTTGCTG TACAGGAAAA ACCGAGATAG GGGAGGGGGG AGGGGGAAGC AAAGGGGGGA 601 

GGTCAAATCC CAAACCATTA CTGAGGGGAT TCTCTACTGC CAAGCCCCTG CCCTGGGGAG 661 

30 

AAAGTAGTTG GCTAGTACTT TGATGCTCCC TTGATGGGGT CCAGAGAGCC TCCCTGCAGC 721 
CACCAGACTT GGCCTCCAGC TGTTCTTAGT GACAC 756 

35 

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6: 

( i ) SEQUENZKENN2EICHEN : 

(A) LANGE: 157 Aminosauren 
40 (B) ART: Aminosaure 

(D) TOPOLOGIE: linear 



(ii) ART DES MOLEKULS: Protein 
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6: 

Met Leu Val Leu Leu Ala Gly He Tyr Val Val His He Ala Thr Val 
15 10 15 

s 

He Met Leu Phe Val Ser Thr He Ala Asn Val Trp Leu Val Ser Ser 
20 25 30 

Thr Ala Asp Ala Ser Val Gly Leu Trp Lys Asn Cys Ser Asn Met Glu 
10 35 40 45 

Cys Ser Asp Ser Leu Ser Tyr Ala Ser Glu Asp Ala Leu Lys Thr Val 
50 55 60 

15 Gin Ala Phe Met lie Leu Ser He He Phe Cys Val He Ala Leu Leu 
65 70 75 80 

Val Phe Ala Phe Gin Leu Phe Thr Met Glu Lys Gly Asn Arg Phe Phe 
85 90 95 

20 

Leu Ser Gly Ala Thr Thr Leu Val Cys Trp Leu Cys He Leu Val Gly 
100 105 110 

Val Ser He Tyr Thr Ser His Tyr Ala Asn Arg Asp Gly Thr Gin Tyr 
25 115 120 125 

His His Gly Tyr Ser Tyr He Leu Gly Trp He Cys Phe Cys Phe Ser 
130 135 140 



30 Phe He He Gly Val Leu Tyr Leu Val Leu Arg Lys Lys 
145 150 155 
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Patentanspruche 

1. Pharmazeutische Zusammensetzung, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS sie als aktive Komponente enthalt: 

(A) eine Nucleinsaure, die 

(a) in SEQ ID No. 1 dargestellte Protein- 
codierende Nucleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degene- 
ration des genet ischen Codes entsprechende Nu- 
cleotidsequenz, 

(c) eine mit den Sequenzen aus (a) oder/und (b) 
unter stringenten Bedingungen hybridisierende 
Sequenz oder 

(d) einen mindestens 2 0 Nucleotide langen 
Abschnitt der Sequenzen aus (a) , (b) oder/und 
(c) umfaSt/ 

(B) ein Polypeptid oder Peptid, das von einer Nuclein- 
saure gemafi (A) codiert ist, oder/und 

(C) einen Antikorper gegen ein Polypeptid oder Peptid 
gemaS (B) . 

2. Zusammensetzung nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, 

dag sie weiterhin pharmazeutisch ubliche Trager-, Hilfs- 
oder/und Zusatzstoffe enthalt. 

3. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2 
zur Tumordiagnostik. 

4 . Verwendung nach Anspruch 3 zur Diagnostik von 
Mammakarzinomen . 

5. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2 
zur Herstellung eines Mittels fur die Tumordiagnostik. 
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6. Verwendung nach einem der Anspriiche 3 bis 5 als Tumor- 
progressionsmarker . 

7. Verfahren zur Diagnose von Tumoren, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man einen Patienten oder ein aus dem Patienten stam 
mendes Gewebe mit einer Zusammensetzung nach Anspruch 1 
Oder 2 in Kontakt bringt und die Expression des PAP -Pro 
teins qualitativ oder/und quantitativ bestimmt. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, 
dadurch gekezmzeichnet, 

daS die Expressionsstarke des PAP- Proteins mit dem 
Tumorstadium, insbesondere der Metastasenbildung in 
Geweben korreliert. 

9. Verwendung einer Zusammensetzung nach Anspruch 1 oder 2 
zur Tumortherapie oder -pravention. 

10. Verwendung nach Anspruch 9 zur therapeutischen oder pra 
ventiven Behandlung von Mammakarzinomen. 

11. Verfahren zur Therapie oder Pravention von Tumoren, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi man einem Patienten eine Zusammensetzung nach An- 
spruch 1 Oder 2 verabreicht, die die'aktive Komponente 
in einer Ant i - Tumor -wirks amen Menge enthSlt. 

12. Verfahren zur Therapie von Tumoren, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS man die Expression des PAP- Proteins in den Tumor zel 
len verringert oder ausschaltet. 
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13. Verfahren zur Steigerung der Proliferation einer Zelle, 
dadurch gekennzeichnet, 
daS man 

(A) ein Polypeptid Oder Peptid in der Zelle zur Expres- 
sion bringt oder seine Expression in der Zelle er- 
hoht, das durch 

(a) eine in SEQ ID No. 1 dargestellte Nucleotidse- 
quenz , 

(b) eine Nucleotidsequenz aus (a) im Rahmen der 
Degeneration des genetischen Codes entspre- 
chende Nucleotidsequenz, 

(c) eine Nucleotidsequenz, die eine Hotnologie von 
mehr als 95 % zu einer Nucleotidsequenz aus 
(a) oder/und (b) oder 

(d) einen mindestens 20 Nucleotide langen 
Abschnitt der Sequenzen aus (a) , (b) oder/und 
(c) umfaSt, kodiert wird, oder 

(B) ein Polypeptid oder Peptid, das von einer Nuclein- 
saure gemaS (A) kodiert ist in die Zelle einbringt. 

14. Verwendung eiries Polypeptids gemaS SEQ ID No. 2 oder von 
Muteinen oder Fragmenten dieses Polypeptids als 
Immunogen zur Herstellung von Antikorpern. 

15. Polyklonaler Antikorper gegen ein Polypeptid nach 
Anspruch 14, 

mit der Mafigabe, daS er nicht gegen die Peptidsequenz 
CSDSLSYASEDALK Oder CSHYANRDGTOQYHH gerichtet ist. 

16- Monoklonaler Antikorper gegen ein Polypeptid nach 
Anspruch 14 . 

17. Antik6rper nach Anspruch 15 oder 16, 
dadurch gekennzeichnet^ 

daS er gegen eine Peptidsequenz gerichtet ist, die den 
Aminosauren 32-48, 49-62 oder 119-129 der in SEQ ID No. 
2 dargestellten Aminosauresequenz entspricht. 
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18. Antikorper nach einem der Anspruche 15 bis 17 zur Ver- 
wendung in einem immunologischen Verfahren einer Immun7 
prazipitation, eines Western Blots, eines kompetitiven 
Immuntests oder eines Sandwich-Tests. 



19. Verwendung eines Polypeptids oder eines Fragments davon, 
das kodiert wird durch 

(a) die in SEQ ID No. 1 dargestellte Protein codierende 
Nucleotidsequenz , 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
des genet ischen Codes entsprechende 
Nucleotidsequenz oder 

(c) eine Nucleotidsequenz, die eine Homologie von mehr 
als 95% zu einer Sequenz aus (a) oder/und (b) um- 
faSt, zur Herstellung eines Antikorpers unter Ver- 
wendung einer Phage -Display- Ant ikorperbibliothek. 

20. Zelle, 

dadurch gekennzeichnet, 

dafi sie mit einer Nucleinsaure transf ormiert ist, die 

(a) die in SEQ ID No. 1 dargestellte Protein codierende 
Nucleotidsequenz, 

(b) eine der Sequenz aus (a) im Rahmen der Degeneration 
des genetischen Codes entsprechende 
Nucleotidsequenz oder 

(c) eine Nucleotidsequenz, die eine Homologie von mehr 
als 95% zu einer Sequenz aus (a) oder/und (b) um- 
faSt, mit der MaSgabe, dalS die Zelle keine Cos-7- 
Zelle ist. 
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International application No. 

PCT/EP 97/04785 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established in respect of certain claims under Article 1 7(2)(a) for the Ibltowing reasons: 
1. nn Claims Nos.: 

— * because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 

see supplemental sheet ADDITIONAL MATTER PCT/ISA/210 



2. I I Claims Nos.: 

because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent rh&i no meaningful international search can be canicd out, specifically: 



3. j I Claims Nos.: 

— because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box U Observations where unity of invention is laclcing (ContinuatioD of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1. I I As all required additional search fees were timely paid by the applicant* this international search report covers all 

searchableclaims. 

2 . I I As al I searchable claims could be searched without elToit Justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 

of any additional fee. 

3 . rn As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
— covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4. I I No required additional search fees were timely paid by the applicant. Consequently, this international search report is 
' — ' restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos, : 



Remark on Protest | | The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 

I I No protest accompanied the payment of additional search fees. 
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Intemationat application No. 

PCT/EP 97/04785 



Note: although the claims 3, 4, 6-8 refer to diagnostic procedures to be applied to the 
human /animal body, the search was made based on the given effects of the compound 
concerned. 

Although the claims 9-12. 14, 19 refer to diagnostic procedures to be applied to the 
human /animal body, the search was made based on the given effects of the compound 
concerned. 
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information on patent family members 



Inte >nal Application No 

PCT/EP 97/04785 



Patent document 
cHed in search report 



Publication 
date 



Patent family 
member(8) 



Pubiication 
date 



wo 9719171 A 



29-05-97 



AU 1082197 A 



11-06-97 



Foim PCr/lSA/210 (pai«ni lamuy unnen) (July 1992) 



INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



Intor nalnAkMnnlcban 

PCT/EP 97/04785 



A. KLASSIFIZIERUNGDESANMELDUNGSGEGENST ANDES 

IPK 6 C12N15/12 C07K14/705 C07K16/30 
C12Q1/68 


A61K38/17 


G01N33/50 


Nach ctor IntomationaJen PatenttdaMiftkation (IPK) odar nach dar nationalan KlauiftHation und dar IPK 




B. RECHERCHIERTE GEBIETE 


Raoheiohiartar MtndaaiprtJfatoff (KlaaaifitationaByatam und KlaaaifikatkMiMymbola ) 

IPK 6 C07K C12N A61K GOIN C12Q 


Reohaichiarte aber nioht zum Mtndaalprflfatoftgah6f»nda VerdffantHohungen, sowait dk 


laa untar die raoharohiarl 


IM Gebtota faOan 



WAhrand dar intentattonalan Raohareha tonautiarta alaktroniaoha Oataitbandc (Name dar Oatanbank und avtl. vanirandata Suohbagriffa) 



C. ALSWESENTLtCHANGESEHENEUNTERLAGEN 



Kategoria* Bazarohnung dar VarOffantBohung, aowail afferdariioh untar Angaba ctor in Bafraoht kommandan TaOa 



Batr. Antpruoh Nr. 



us. 



MARVIN KW ET AL: "Identification and 
characterization of a novel squamous 
cell -associated gene related to PMP22' 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
Bd. 270. Nr. 48, l.Dezeinber 1995, MD 
Seiten 28910-28916, XP000616413 
in der Anineldung erwahnt 
siehe Seite 28911, linke Spalte; Abbildung 
2 



1.2. 

14-16,18 



HI 



Wattara VarOffentliohungen «ind der Fortaatzung von Paid C zu 



0 



Siaha Anhang Patontfamilia 



Vaioflenttiohungan 

m Stand dwTeehnikdafiniart. 
anzuaahan iit 



* Baaondaro Kalagorian von 

*A* VarMantiGhung,djedan 
ebar nioht ob baaondin 

'E* allerat Oolaimanl^dujadooh artt am odar naoh dam jntarnationalan 
Anmaldadatuin varaffantfksht wordan ist 

V Varflflantiehung, dia gaaignai ttt, aman PrioritAtaantpruoh nvaifaltaftar> 
•ohainan zu laaaan, odar duroh dia das VaraffanUjchungadatum ainar 
andaran im Raohafohenberioht ganannton VafOffanlliohung balagt wardan 
toll odar die aut ainam andaran baaondaran Grund angagaban M (wia 
ausgaftthft) 

*0* VarOffantliohung, dto tich auf min^ mandfioha Offenbarung, 

ama Banutzung, aina Austtallung odarandare MaBnahman baziaht 

*P* VarOffantitahung. dia vor dam intarnationaian Anmaldadahim, abar nach 
dam baanipruohtan Prierimadatum vaftSffantliohtwordan ist 



T SpAtara VarOffantliohung, dia naoh dam into mationalan Anmaldadatum 
odar dtm Prioritttsdatum vatOffantlicht wordan lot und mit dar 
Anmahiung nioht koflidiatt aondam nur zum VanlAndnto daa dar 
Erfindung zugrundaliaganden Prinzipt odar dar ihr zugmndaiiagandan 
Thooria angagaban h 
*X* Vardffantliehung von baaondarar Badautung: dia baantpniohta Erfindung 
kann allatn aufgrund diaaar VarOffantliohung nioht ah nau odar auf 
erftndarimahaf Tfttigkail beruhand laatraohtat wardan 
VaiOffantliohung von baaondarar Badautung; dia baanapruchta Erfindung 
kann nioht ola auf arfindarioohar Tatigkait t>anihand batraohtat 
wertimn, mrntm dm VaiOffantUehung mit atnar odor wmhwn andaran 
VafOffanttiahungan diaaar Katagoria in Vattaindung gabraoht wird und 
diaaa Varbindung for einan Faohmann nahatiagand ist 
VarOffantliohung, dia MItgBad daraalban Patantfamilia i>t 



Datum das AbaoMuaaaa dar httamationalan Raohareha 



g^Dezember 1997 



t% daa intamatlonalan Raoharohanbariohta 



0 7. ova 



Nama und Pootanaohrift dar Intamationalan RaoharohanbahOtda 
Europaiache* Patantamt, P. B. 5818 PatanMaan 2 
ML - 2280 HV Rijswiik 
Tai. (-i-ai-TO) 340-2040. Tx. 3 1 651 epo nl. 
Fax: (-f-ai-ro) 34O-3016 



BavoOmAchtigtar Badianatatar 

Espen, J 
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tntei 



•nalos AktonMlctwn 



PCT/EP 97/04785 



C.(Forls©tzung) ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



KotogDiw" Bttzaiohnung d»r VtrOftentlwhung, Mwait •rfordertoh unter Angabe dar in BetracM tainrmndan Tell* 



Balr. Antpnioti Nr. 



RUEGG CL ET AL.: "BAB, a novel 

growth-arrest gene, is expressed by a 

subset of progenitor/pre-B lymphocytes 

negative for cytoplasmic mu-chain" 

JOURNAL OF IMMUNOLOGY, 

Bd. 157, Nr. 1, I.Jul i 1996, BALTIMORE 

US, 

Seiten 72-80, XP000616417 
siehe Seite 73; Abbildung 2 

SCHIEMANN, SABINE ET AL: "Differential 
gene expression in human mamnary carcinoma 
cells: identification of a new member of a 
receptor family" 

ANTICANCER RES., 1997. 17, 13-20, 

XPG02049575 

siehe Abbildung 2 

WO 97 19171 A (AMGEN INC] 29.Mai 1997 



siehe Seite 4 - Seite 5; Abbildung 3; 

Bei spiel 4 

siehe Seite 31 

siehe Seite 39 - Seite 41 



1.2, 

13-16, 

18,20 



1,2,13, 
20 



1.2, 

14-16, 

18,20 
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nationales AManzeiehen 

PCT/EP 97/04785 



Feld I BamerKungen zu den Anspruchen, die stch als nicht recherchierbar enviesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 



GemflB Artikel 17(2)a) wurde bus foJgenden Grunden fur befttimmte Anspruche kein RecherchenbericKt erstellt: 
1. 0 AnapruchoNr. 

weil Sie sich auf GegenstAnde beziehan, zu deren Recherche de Behdrde nicht verpRichtet ist, nftmlich 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



2. Q AnsprQdie Nr. 

wed aie sich auf Teile dsr intematkinalen AnmekJung beziehen, die den vorgeschriebenen Anfordeningen so wenig enlspreohen, 
daft eine sinnvolle intamationale Recherche nieht durohgefuhrt werden kann, nAmlich 



3. Q AnsprQche Nr. 

wefl ea sich dabei um abhAngige AnaprOche handatt, die nicht entaprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefaGt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitliohkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 ) 



Die inlematlonala Recherchenbehdrde hat festgesteilt, dal) diaae intemationata Anmeldung mehrere Erfindungen enthAH: 



1 . I i Da der Anmekier alle erforderlkihen zusdtzliehen ReoherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hal, erstreckt sich dieser 
^— ' intemationale Reeherchenbericht auf alle recherchierbaren AnaprOche der intemationalen Anmeldung. 

2. I I Oa fOr alle recherohierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand durchgefOhrt werden konnte. der eine 

zua&tztehe RecherchengebOhr gerechtfertigt hAtte, hat die intemationale Recherchenbehdrde nicht zur ZahUing einer sdchen 
Gebdhr aufgelordert. 

3. I I Da der Anmekier nur einige der erforderlichen zusAtzliehen RecherchengebOhren rechtzeitig entrichtet hat, eratreckt sich dieser 
' — ' Intemationale Reeherchenbericht nur auf die AnaprOche der intemationalen Anmeldung. fOr die GebOhren entrichtet worden 

Bind, namlieh auf die AnaprOche Nr. 



I I Der AnmeMer hat die erfbrderltehen zuafltzliohen Rooherchengebflhren nicht rechtzeitig entrichtet Der intemationale Reoher- 
ohenberieht beschrfinkt aich daher auf die in den AnaprOohen zuerat emvAhnte Erfindung; diese iat in fblgenden Anspruchen er- 
fa0t: 



Bemerkungen hInstcMHch einea WIderapruchs |^ Die zuaAtzlichen GebOhren wurden vom Anmelder unter Widerepruch gezahlt. 

I I Die Zahlung zuaAtzHcher GebOhren erfolgte ohne Widersprueh. 
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WEITERE ANQABEN PCT/I8A/ 210 



Beirerkung : Obwohl die Anspriiche 3»4,6-8 sich auf ein 
Diagnostizierverfahren, das am menschlichen/tierischen Korper vorgenornnen 
wird, beziehen, wurde die Recherche durchgefiihrt und griindete sich auf 
die angefiihrten Wirkungen der Verbindung/Zusanmensetzung. 
Obwohl die 

Anspruche 9-12,14,19 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
menschlichen/tierischen Korpers beziehen. wurde die Recherche 
durchgefiihrt und griindete sich auf die angefiihrten Wirkungen der 
Verbi ndung/Zusammensetzung . 
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